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Abstract:Chinese alligator , Alligator sinensis , is a critically endangered endemic species under legislative protection in China.Re-
sult of recent investigations revealed that number of the alligators was continuously declining in the past 50 years and less than 150
individuals were surviving in the wild until 2000 years.In order to prevent the extinguishing of this species , two breeding farms were
set up in early 1980s at Xuanzhou county , Anhui Province and Changxing County , Zhejiang Province respectively.After twenty
years of breeding efforts , the number of captive individuals has been brought up to more than 9 000 in total , forming two separate
captive subpopulations , Xuanzhou subpopulation(XZSP)and Changxing subpopulation(CXSP).Because of lack of the information
regarding genetic diversity of the captive populations , 42 captive individuals including 33 individuals from XZSP and 9 from CXSP
were sampled randomly to investigate their genetic status for the strategy in the next protection action.PCR method was adopted for
amplification of mitochodrial DNA control region using primers designed in this research.After purification of PCR products , all of
amplicons were sequenced directly with ABI BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit and ABI 310 genetic ana-
lyzer.Consequently , 5′end of control region with length of 462 base pair was obtained from 39 samples.Sequence alignment shows
there is no any variation site in this range of control region among the individuals assayed here , namely only one haplotype of the
region shared by these alligators.This result strongly indicates that the population of captive Chinese alligator is in very poor genetic
diversity status.Reasons for the losing of genetic diversity in the population are mainly attributed to population depression and num-
ber of individual decreasing sharply in the past 50 years.Another factor accounting for the phenomena is the limit of founder num-
ber of captive population.Finally , authors proposed three pieces of advice for the genetic conservation of Chinese alligator.
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摘　要:扬子鳄(Alligator sinensis)是中国特有的珍稀爬行动物 , 至2000 年 , 野生扬子鳄的个体数已不足150条 , 作为
保护这一物种的措施之一 , 先后于80 年代初建起了2 个养殖场 , 现人工繁殖的扬子鳄总数已达9 000 余条。为揭示
扬子鳄种群遗传多样性 ,从两个饲养种群中采集了 42 个个体的样品 , 其中宣州样品 33 个(XZSP), 长兴样品 9 个
(CXSP),用 PCR方法扩增 mtDNA控制区 , 扩增产物纯化后直接用 ABI 310 全自动遗传分析仪荧光标记测序 ,得到其
中39 个个体的 mtDNA控制区 5′端 462 bp 的序列。经比对发现 , 39 个个体间的 5′端 mtDNA控制区没有任何变异位
点 ,共享一种单元型 , 提示扬子鳄饲养种群的遗传多样性非常贫乏 , 造成这一结果的主要原因是近 50年来 ,扬子鳄
种群衰退和数量迅速减少导致的遗传多样性丢失 , 其次是人工繁殖的群体同时受到始创者数量较少产生的瓶颈效

















[ 4 , 5]
的调查表明 ,扬子鳄自然保护区内
现存野生鳄数量已少于 130 条 ,而且局限在若干个
保护点内 ,呈斑块状分布 ,并仍以每年 4%～ 6%的
速率下降 ,不同分布点的个体间缺乏有效的基因交




















快 ,比核基因有更高的变异 ,特别是 mtDNA 控制区
(D-loop)的进化速率是其他区段的 5倍







样性研究中 , 往往首选线粒体 DNA 多态性分
析
[ 13 , 14]








捕获 212条野生鳄 ,其中 76条存活 ,雌雄性比为 61∶




因此 ,子代鳄中除有F1 和 F2 区分外 ,缺少来自几个
母鳄的记录 。长兴种群现有 336条 ,全部混养 ,也缺
少母鳄数量的记录 ,以下称长兴种群 。
扬子鳄血样用一次性注射器 ,从尾静脉抽取 ,对
鳄无伤害。血样加入 1 7体积的 0.5 mol L EDTA抗






Table 1　Localities , codes and sample numbers of







安徽 ,宣州　Xuanzhou ,Anhui XP 3
XF1 16
XF2 14
浙江 ,长兴　Changxing , Zhejiang CXSP 9
1.2　DNA提取
冻存的血样室温下解冻后 ,取 50 ～ 100μl ,经蛋
白酶K消化 、酚 氯仿抽提 、异丙醇沉淀提取总 DNA ,
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所得 DNA用 ddH2O溶解。取适量DNA溶液 ,经 1%




设计用于扩增 mtDNA 控制区 5′端序列的引物(图
1)。上游引物 p-Phe 位于苯丙氨酸 tRNA序列中 ,其
序列为:5′-AAAGCATAGCACTGAAAATG-3′, 下游引
物Con-mm位于控制区 490 bp处 ,在 poly-C 的上游 ,
其序列为:5′-CAATAGAGCATTTAGAGTATG-3′。PCR
扩增体积为 30 μl ,内含 10 ×buffer 3 μl , Mg
2+
(25
mmol L)2μl ,dNTPs(各 2 mmol L)2 μl ,模板 DNA 1.5
μl , Taq DNA聚合酶1 U ,上下游引物各1μl(10 pmol 
L),加适量的 ddH2O 。扩增反应在 PTC-200型 PCR
仪(MJ Research Inc.)上完成 。95℃预变性 4 min后 ,
按下列参数循环:94℃ 30 s , 55℃30 s ,72℃60 s ,30
个循环后 , 72℃延伸 10 min。PCR产物用WASTON
公司PCR Purification Mini Kit 纯化 ,其中样品 C9907
和XF29907的 PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检
测 ,发现 PCR 产物中有杂带 , 切下目的片段 , 用




Sequencing Ready Reaction Kit ,反应按试剂盒要求进
行 ,PE公司 ABI310 遗传分析仪测序 。所得序列用





虚线箭头:引物 p-Phe;实心箭头:引物 Con-mm;Cyt b:细胞色素
b 基因;T:苏氨酸 tRNA基因;P:脯氨酸 tRNA 基因;F:苯丙氨
酸 tRNA 基因;D-loop:控制区;12S rRNA:12S rRNA 基因。
Fig.1　Location of primers in the mtDNA
Broken line arrowhead:primer p-Phe;Solid arrowhead:primer
Con-mm;Cyt b:Cyt b gene;T:Thr-tRNA gene;P:Pro-tRNA gene;
F:Phe-tRNA gene;D-loop:control region;12S rRNA:12S rRNA gene.
2　结　果
扬子鳄 mtDNA 控制区全长 1 047 bp (GenBank
登录号:AF511507),在第 516 bp 处有一段 poly-C 序
列 ,将控制区分为 3′端 、poly-C 和 5′端 3个部分 ,其
中 3′端含有 4个 21 ～ 22 bp的重复单元 ,每个重复单
元重复 3 ～ 6 次不等 。由于 poly-C和重复序列的干
扰 ,群体样品的 mtDNA控制区 3′端序列测定十分困
难 ,因此 ,现仅就扬子鳄群体样品中控制区 5′端序
列 ,作进一步分析。实验共检测 42 条扬子鳄的
mtDNA控制区序列 , 因样品 C9909(长兴种群)、
XF29912(宣州种群)、XF29909(宣州种群)的 PCR扩
增效果不好 ,未得到满意的测序结果 ,实际得到其中
39个个体的mtDNA控制区 5′端序列 ,长度为 462 bp
(图 2)。经比对分析发现 ,这段 DNA序列在 39个个
体间完全相同 ,不存在任何变异位点 ,即 39个个体
共享同一种单元型 ,提示扬子鳄饲养种群遗传多样
性水平低 。所得序列中 , A 、T 、G 、C 的含量分别为
21.68%、31.17%、17.75%、29.87%,A+T(52.38%)
含量高于G+C(47.62%)含量。
图 2　扬子鳄线粒体 DNA控制区 5′端序列
Fig.2　5′end sequence of mitochondrial DNA control




纪上半叶开始下降 ,特别是 50年代以来 ,由于栖息

























的变异较多 。如在贵州水族人群中随机抽取 64 个
样本的 495 bp mtDNA控制区序列中 ,有 48 种单元
















头江豚(Neophocaena phocaenoides)的 720 bp mtDNA
控制区序列中 ,发现了 7个变异位点 ,定义了 9种单
元型
[ 18]




个大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)mtDNA 控制区 318
bp的序列 ,发现 5个异位点 ,9 种单元型 ,平均每 64
bp出现一个变异位点 ,每 4.4个个体中可找到 1种
新的单元型;而对大翅鲸(Megaptera novaeangliae)





































创立者。同样 ,宣州扬子鳄饲养种群为 76个 mtDNA
基因组创立者 ,长兴饲养种群为 4个创立者 。从这
样一个由多达80个创立者产生的养殖群体中 ,随机
抽取的 39个样品 ,仍未发现任何个体间差异 ,考虑
到 mtDNA控制区各区段间变异速率的差异 ,虽然不
能肯定扬子鳄饲养种群 mtDNA 基因组一定为单态 ,
但这一结果仍反映了其种群遗传多样性极低的事












致 。这种 mtDNA控制区的单态性现象 ,在高度濒危
的加湾鼠豚(Phocoena sinus)43个个体 mtDNA 控制
区 380 bp 的 DNA序列分析中也曾发现过
[ 11]
,当时















豹(Mirounga angustirostris)与之相似 , 19世纪后期 ,
由于捕猎使这一物种个体数降到 100头以下 ,实行
严格的全面保护后 ,个体数量以每年 6%的速率增
长 ,至 1993 年达到 100 000 头 ,但此期的 mtDNA 控
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人类基因组计划是这个时代最具突破性的科学事件。该书全面记录了这一划时代工作的方方面面 。自
Crick和Watson发现 DNA结构以来 ,还没有一部科学出版物受到如此的赞许和期望。
《自然》杂志(Nature)的两位生物学主编Carina Dennis和 Richard Gallagher编著的这本书引人入胜 、装帧精
美 ,使人类基因组计划得以接近普通读者。本书从对生物学和技术的基础简介开始 ,以发表于 2001年 2月
的由国际人类基因组测序协作组合写的历史性研究论文《人类基因组测序和初步分析》(Initial Sequencing
and Analysis of the Human Genome)全文结尾。自始至终 ,书中描述了主要参与者和事件 ,论及该项工作的影响
的各种观点 ,囊括全世界媒体报道 ,及对人类基因组测序的伦理 、法律和社会意义的评估 。
本书将作为理解人类基因组必不可少的资源和参考指南 ,以纪念人类最伟大的成就之一 。
在过去 40年中 , 我已见过许多令人振奋的生物学事件的发生。但是 , 当我第一次读到这篇描述我们基因组概貌的草图
时 ,我仍然感到震撼。 ……这是一篇启蒙后基因组时代的种子论文。
———诺贝尔奖得主 David Baltimore
本书源于国际著名科学家的手笔 ,涉及人类基因组计划的方方面面 ,引人入胜。本书图文并茂 , 雅俗共赏 , 是一部意义非
凡的好书 ,也是对这一堪称我们这个时代最具突破性的科学事件的最好纪念。
———杨焕明(国际人类基因组计划中国协调人)
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